






























Toll 経路のシグナル伝達分子である dMyD88，Tube，Pelle，転写因子 Dif/Dorsal
（NF-κB）を介して，病原体を排除する抗菌ペプチド群の発現を誘導する．当
研究室では，この Toll 経路を介して自然免疫系を活性化する新規受容体として
Gyc76C を同定している． Gyc76C は，Toll 受容体と同様に，グラム陽性菌に
対する感染抵抗性に必要とされる膜受容体である．Gyc76C は受容体型グアニル
酸シクラーゼであり，2nd メッセンジャーである cGMP を産生することで，Toll
経路の制御下にある抗菌ペプチド Drosomycin の発現を誘導する．この Gyc76C
を起点とする抗菌ペプチドの産生は，細胞内 Toll 経路のシグナル伝達因子
dMyD88，Tube，Pelle，転写因子 Dif/Dorsal（NF-κB）に依存している一方，
細胞膜上の Toll 受容体には依存していない．以上のことから，Gyc76C は，細
胞内 Toll 経路の上流で機能する新たな受容体であり，これまでに知られていな
い，cGMP に依存した細胞内 Toll 経路の活性化機構を備えていると考えられる．
しかし，2nd メッセンジャーである cGMP が，どのような分子機構に基づいて
細胞内 Toll 経路を活性化しているのかは，未だ明らかになっていない（Fig.1）．
また，細胞内 Toll 経路における最大の未解明点は，抑制因子 Cactus や転写因子
Dif/Dorsal（NF-κB）の活性化に関わる Protein kinase が同定されていないこ











補となる cGMP 結合性因子の RNAi を誘導し，最終的に誘導される Drosomycin
の発現量に影響するか調べた．その結果，cGMP-dependent protein kinase DG2
の RNAi によって，Gyc76C による Drosomycin の発現誘導がほぼ完全に抑制さ




全身感染性させ，感染後の生存率を調べた．その結果，DG2 の RNAi 個体は，
Toll 経路欠損変異体と同様に，グラム陽性菌の感染によって感染後の生存率が
大きく低下し，かつ，グラム陰性菌感染後の生存率は変化しなかった．以上の
結果から，DG2 が cGMP 経路を介した Toll 経路の活性化に関与し，かつ Toll
経路を介したグラム陽性菌に対する感染抵抗性に寄与していることが示唆され
た． 
 そこで，DG2 による Toll 経路活性化機構を詳細に解析するため，培養細胞を
用いた解析を試みることにした．しかしながら，これまでに用いられているシ
ョウジョウバエ S2 細胞は，Toll 経路の活性化およびシグナル伝達解析に適して
いない．そこで，既知培養細胞株の中から，新たに Toll 経路の解析により適し
た細胞株を探索し，さらに cGMP 経路の保存性についても検討した．その結果，
DL1 細胞では，それ以外の細胞株に比べて Toll 経路の活性化が極めて大きく，
さらに，その Toll 経路の活性化は，DG2 の共発現によって大きく増大した．こ
れらの結果から，DL1 細胞は Toll 経路の解析に適しており，かつ，新規 cGMP
経路も機能的に保存されていることが示唆された．DL1 細胞を用いた解析の結
果，DG2 は，細胞内 Toll 経路のシグナル伝達因子からなる dMyd88/Tube/Pelle
複合体と協調的に機能することで Toll 経路を活性化していると考えられた．さ
らに，この Toll 経路を活性化は，DG2 の Protein kinase 活性に依存しているこ
とが示唆された． 
 さらに，この DL1 細胞を用いることで，cGMP 経路と Toll 受容体下流経路と
を結ぶ未知仲介因子を網羅的に同定するための比較ゲノムワイド RNAi スクリ
ーニングを行った．Drosophila RNAi Screening Center（DRSC）から供与さ
れた，ショウジョウバエの約15,000遺伝子を網羅するdsRNA分注済み384-well 
plate（DRSC 2.0）を用いて，Toll 経路のスクリーニング（dMyd88 単独発現）
と cGMP 経路のスクリーニング（dMyD88/DG2/Gyc76C 共発現）をそれぞれ行
い，それらの結果を比較することで，cGMP 経路特異的な候補因子を同定した．
その結果，cGMP 経路特異的な因子の候補として Protein phosphatase 2A 
（PP2A）複合体を構成する全てのサブユニットが同定された． 
 PP2A が，ショウジョウバエ幼虫の cGMP 経路において実際にシグナル伝達
因子として機能しているかを調べるため，ショウジョウバエ幼虫の脂肪体にお
いて PP2A の各サブユニットの RNAi と Gyc76C の過剰発現を同時に誘導し，
最終的に誘導される Drosomycin の発現量に影響が見られるかを定量 RT-PCR
を用いて調べた．その結果，PP2A の各サブユニットの RNAi によって，
DG2-RNAi と同様に，Gyc76C 過剰発現による Drosomycin の発現誘導が抑制
された．これらの結果から，PP2A が cGMP 経路のシグナル伝達因子であるこ
とが，実際にショウジョウバエ個体を用いた解析においても示された． 
 この DL1 細胞を用いたゲノムワイド RNAi スクリーニングは，細胞内 Toll
経路における新規シグナル伝達因子の探索においても，有効である可能性があ
った．そこで，dMyd88 単独過剰発現スクリーニングの結果を詳細に解析した
結果，E3-ubiquitin ligase や Protein kinase を含む有望な候補因子が得られた．
実際に，E3-ubiquitin ligase は，トウ・レイレイ修士による実験によって，Toll
経路の新規シグナル伝達因子であることが示され，DL1 細胞を用いた Toll 経路
におけるゲノムワイド RNAi スクリーニングの有効性が示唆された（トウ・レ
イレイ博士論文参照）． 
 そこで，DL1 細胞を用いた包括的なゲノムワイド RNAi スクリーニング系を
展開させることで，未だ未解明となっている Toll 経路下流のシグナル伝達因子
の同定を試みた．幼虫由来ペプチド画分によるToll受容体刺激，Pelle過剰発現，
Dif 過剰発現，Cactus-RNAi を用いた４つのゲノムワイド RNAi スクリーニン
グを新たに行い，これらの結果を比較することで，Toll 経路下流において共通
して関与しているシグナル伝達因子を探索した．Protein kinase に焦点をあて







Doa は Toll 経路のシグナル伝達に関与し，グラム陽性菌に対する感染抵抗性の
発現に寄与していると考えられた． 
 最後に，本研究において分子基盤が明らかにされた新規 Toll 経路活性化機構
のうち，新規 cGMP 経路が脊椎動物まで保存されているかを，哺乳動物細胞を
用いて検討した．ショウジョウバエ DG2 のヒトオルソログである PRKG2 を，
HEK293 細胞において過剰発現した結果，MyD88 や IRAK1 による NF-κB の
活性化を大きく増強することが分かった．したがって，PRKG2 は，DG2 と同
様に，MyD88 や IRAK1 と協調的に機能して，NF-κB 活性化に寄与している
ことが示唆された．さらに，PRKG2 を NF-κB 活性化が，Protein phosphatase 
2A（PP2A）を介しているかを調べた．HEK293 細胞において PP2A-R2βをノ
ックダウンした結果，PRKG2 と IRAK1 の共発現による NF-κB 活性化の増大
が消失した．これらの結果から，ショウジョウバエで発見された新規 cGMP 経
路はヒト細胞でも保存されており，PRKG2 や PP2A によって制御されているこ
とが示唆された．また，Toll 経路下流の新規シグナル伝達因子として同定され
た Doa についても，哺乳動物ホモログ Cdk-like kinase 1〜4 が存在しており，
今後の検証が期待される． 
 以上の結果より，本研究は，未解明であったショウジョウバエ自然免疫系に
おける新規 cGMP 経路と Toll 経路下流における分子基盤の一部を明らかにし，
さらにヒト培養細胞における cGMP 経路の存在を示唆した．本研究を通して得
られた分子基盤は，今後，ショウジョウバエおよびヒト・マウスを用いた自然
免疫系のシグナル伝達機構の解析において有用な足がかりになると思われる． 
  
 
